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Kloniranje skrajšane različice zapisa za dihidroorotat dehidrogenazo iz organizma 
Plasmodium falciparum in in silico študija inhibicije proteina z izbranimi 
inhibitorji  
Povzetek 
Malarija trenutno še vedno spada med najbolj zaskrbljujoče nalezljive bolezni po svetu. 
Vsako leto terja več kot 400.000 smrtnih žrtev, blažji primeri bolezni pa negativno 
vplivajo tudi na prebivalstvo najbolj prizadetih držav. Hudo obliko malarije povzroča 
protozoj Plasmodium falciparum, katerega določeni sevi so v zadnjih letih razvili 
odpornost proti uveljavljenim protimalarijskim zdravilom. Posledično je razvoj novih, 
vrstno specifičnih zdravil postal zelo aktualen. Ena bolj obetavnih tarč za inhibicijo je 
biosintezna pot pirimidinskih nukleotidov, v kateri hitrost omejujočo reakcijo izvaja 
dihidroorotat dehidrogenaza. Do sedaj so raziskovalci že razvili več skupin organskih 
molekul, ki ta encim inhibirajo, in določili njihovo kristalno strukturo v kompleksu s 
tem encimom. Ena od teh je skupina bicikličnih pirazolidinonov, katerih kristalna 
struktura pa še ni bila razrešena. 
V tem diplomskem delu smo želeli pripraviti konstrukt z zapisom za rekombinantno 
dihidroorotat dehidrogenazo Plasmodium falciparum, uporaben za ekspresijo tega 
proteina in za določanje njegove kristalne strukture v kompleksu s tremi najmočnejšimi 
pirazolidinonskimi inhibitorji. Nato smo hoteli z in silico simulacijami sklepati na način 
vezave. Pripravili smo konstrukt z zapisom za rekombinanten encim z delecijo 
strukturno neurejene zanke, ki ne vpliva na vezavo inhibitorjev, a encimu preprečuje 
tvorbo kristalov. Delecijo smo uspešno opravili z mutagenezo z delno prekrivajočima 
oligonukleotidoma, nastali konstrukt pa je tudi pripravljen za vključitev v ekspresijski 
vektor z ligacijo lepljivih koncev. Simulacijo vezave oziroma umestitev 3D-struktur 
inhibitorjev smo opravili s programom AutoDock Vina. Umestitev je bila zastavljena z 
delno fleksibilnostjo vezavnega mesta, zaradi česar smo dobili bolj informativne 
rezultate kot prejšnja umestitvena študija. Ti rezultati so tudi bolj v skladu z obstoječimi 
kinetičnimi podatki. Rezultati simulacije nakazujejo, da se ti pirazolidinoni opirajo 
predvsem na hidrofobne interakcije z ostanki vezavnega mesta in se ne vežejo tako 
globoko kot druge skupine inhibitorjev, poleg tega pa tudi ne nastanejo klasične 
vodikove vezi. Vezavo naj bi tudi olajšale interakcije π-elektronskega oblaka fenilne 
skupine z različnimi stranskimi verigami, odvisno od položaja te skupine na 
pirazolidinonskem obroču. 
 
Ključne besede: dihidroorotat dehidrogenaza, Plasmodium falciparum, pirazolidinoni, 
umestitev
Cloning of the truncated variant of dihydroorotate dehydrogenase from 
Plasmodium falciparum and an in silico study of inhibition with chosen inhibitors 
Abstract 
Malaria currently remains one of the most worrisome global infectious diseases, causing 
more than 400.000 deaths annually, with non-lethal infections still having a stark 
negative impact on the populations of countries where the disease is widespread. Severe 
malaria is predominantly caused by the protozoan Plasmodium falciparum, with strains 
of the organism resistant to established antimalarial drugs appearing in recent years. 
This development strengthened the incentive to discover novel, species-selective drugs 
to inhibit the growth of Plasmodium falciparum. One of the most promising targets for 
potential inhibitors is the biosynthetic pathway for pyrimidine nucleotides, whose rate-
limiting step is catalysed by dihydroorotate dehydrogenase. To date, researchers have 
identified several classes of potential small-molecule dihydroorotate dehydrogenase 
inhibitors as well as solved the crystal structures of some of these inhibitors in complex 
with the enzyme. A recently discovered inhibitor class are the bicyclic pyrazolidinones, 
whose crystal structures with the enzyme have yet to be elucidated. 
The aim of our research was to prepare a construct for the expression of a recombinant 
variant of Plasmodium falciparum dihydroorotate dehydrogenase capable of forming 
diffraction-quality crystals as was previously described. This would aid future research 
aiming to study the crystal structures of the three most promising pyrazolidinone 
inhibitors bound to the enzyme. The recombinant protein contains a deletion of a 
disordered loop that would otherwise prevent crystallisation of the protein. The 
construct was successfully prepared through mutagenesis by overlap extension PCR and 
can further be ligated into an expression vector of choice. We also performed an in 
silico docking study using AutoDock Vina to predict the binding modes of these 
pyrazolidinones. The 3D-structures of the inhibitors were docked into a partially 
flexible binding pocket. As a result, we obtained more informative data compared to a 
recent similar docking study. Our results were also more in line with existing kinetic 
data. We postulate that the binding of pyrazolidinones relies predominantly upon 
hydrophobic interactions with the binding pocket, with little possibility for classic 
hydrogen bond formation, which distinguishes this inhibitor class from most of the 
other inhibitor types. The results also suggest that the substituted phenyl group, present 
on each of the docked inhibitors, plays a non-negligible part in lowering their binding 
energy by π-stacking and similar interactions. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ACT   kombinacijska terapija z artemizininom 
AGE   agarozna gelska elektroforeza 
AmpR   gen za odpornost proti ampicilinu 
ang.   angleško 
-Ar   aromatski substituent 
ATP   adenozin trifosfat 
bp   bazni par 
-CO-   karbonilna skupina 
-CO2Me  metoksikarbonilna skupina 
CoQ   koencim Q ali ubikinon 
dH2O   deionizirana voda 
DHODH  dihidroorotat dehidrogenaza 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
dNTP   deoksiribonukleotid 
EDTA   etilendiamintetraocetna kislina 
FAD   flavin adenin dinukleotid 
FMN   flavin mononukleotid 
g   gravitacijski pospešek 
His6   heksahistidinska oznaka 
HsDHODH  dihidroorotat dehidrogenaza (Homo sapiens) 
IC50   polovična inhibitorna koncentracija 
kb   kilobazni pari 
Mb   megabazni pari 
NAD+   nikotinamid adenin dinukleotid 
NMR   jedrska magnetna resonanca 
 
-OMe   metoksi skupina 
ORO   orotat 
PCR   verižna reakcija s polimerazo 
PDB   Protein Data Bank 
PfDHODH  dihidroorotat dehidrogenaza (Plasmodium falciparum) 
RBS   vezavno mesto za ribosom 
RNA   ribonukleinska kislina 
TAE   tris-acetat-EDTA 
TIM   trioza fosfat izomeraza 
Tm   talilna temperatura 
tris   2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol   
UMP   uridin monofosfat 
v/v   razmerje volumna snovi in volumna končne raztopine 






Močvirska mrzlica oz. malarija je nalezljiva bolezen, s katero se človek spopada že več 
tisočletij. Tudi v današnji dobi jo uvrščamo med najresnejše in najbolj razširjene 
bolezni, ki so za človeka lahko smrtonosne. Malarijo povzročajo protozojski paraziti 
rodu Plasmodium (sl. plazmodiji), katerih vektorski prenašalci so komarji mrzličarji, 
pripadniki rodu Anopheles. Plazmodije prenašajo le samice tega rodu; v njihovih žlezah 
slinavkah so v obliki trosov, ki ob piku vstopijo v krvni obtok. Trosi nato potujejo do 
hepatocitov, kjer se namnožijo, diferencirajo in kasneje vrnejo v krvožilje. Tu vdrejo v 
eritrocite in povzročijo hemolizo, s čimer se pojavijo simptomi bolezni [1, 2]. 
Človeško malarijo povzroča 6 različnih vrst plazmodijev; najbolj razširjena sta 
Plasmodium vivax in Plasmodium falciparum. Malarija se lahko razvije v 
asimptomatični in navadni obliki, ki jih povzroča vseh 6 vrst rodu Plasmodium, ali pa v 
hudi obliki, za katero je glavni krivec P. falciparum. Sicer je znano, da tudi P. vivax in 
P. knowlesi manj pogosto povzročata hudo malarijo [2]. Huda oblika malarije je 
pogosto smrtonosna – zanjo so značilni huda anemija, poškodbe organov, koma, 
metabolna acidoza, hipoglikemija in pljučne težave. Ti znaki se pojavijo zaradi močnih 
sprememb v rigidnosti okuženih eritrocitov in njihovi adheziji na stene kapilar, kar 
znatno ovira pretok krvi [3]. Resnost okužbe je odvisna tudi od imunskega sistema 
gostitelja. Imunski sistemi, ki so bili predhodno večkrat izpostavljeni tem parazitom, so 
sposobni preprečevanja patogenosti, ne pa tudi okužbe. Večjemu tveganju za hudo 
obliko malarije so izpostavljeni naivni gostitelji in otroci, starejši od 6 mesecev in 
mlajši od 5 let, ki so že izgubili materina protitelesa [1, 4]. Do okužbe pride lažje tudi 
pri nosečnicah, saj se določeni plazmodiji (predvsem P. falciparum in P. vivax) preko 
posebnih receptorjev lahko vežejo tudi na celice placente; posledična anemija lahko 
vodi do komplikacij pri rojstvu in v najhujšem primeru do smrti fetusa [1, 5]. 
Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije je bilo leta 2018 okoli 228 milijonov 
primerov malarije po vsem svetu, kar kaže na upad števila primerov v primerjavi s 
prejšnjimi leti (leta 2010 je bilo približno 251 milijonov primerov). Večino teh primerov 
so zabeležili v Afriki, jugovzhodni Aziji in na Bližnjem vzhodu; največji delež je bil v 
državah podsaharske Afrike in v Indiji. V tem letu so popisali približno 405.000 smrti 
kot posledice malarije, pri čemer je 94 % teh smrti bilo v Afriki. P. falciparum je 
prevladujoč patogen v afriških državah, kjer je povzročil skoraj vse primere malarije v 
tem letu; je tudi povzročitelj polovice primerov v jugovzhodni Aziji, pojavlja pa se še 
na Bližnjem vzhodu in področju zahodnega Pacifika. P. vivax prevladuje v jugovzhodni 




V zadnjih desetletjih so zabeležili vzorec upadanja tako števila primerov malarije kot 
tudi smrtnosti okuženih. Ta uspeh pripisujejo bolj razširjeni uporabi antimalarika 
artemizinina in njegovih derivatov v kombinaciji z drugimi protimalarijskimi zdravili; 
ta pristop se imenuje na artemizininu temelječa kombinacijska terapija oz. ACT [1, 6]. 
Deluje tako, da artemizininska komponenta znatno zmanjša količino plazmodijev v 
krvi, partnerska komponenta pa uniči preostanek [2]. Takšna terapija je bila učinkovita 
proti sevom Plasmodium, ki so pridobili odpornost na prej uveljavljena zdravila, kot je 
npr. klorokin [1]. Sicer pa je nedavni pojav na artemizinin odpornih sevov v 
jugovzhodni Aziji postavil učinkovitost ACT-jev pod vprašaj [6, 7]. V razvoju je tudi 
cepivo proti P. falciparum, imenovano RTS,S/AS01, ki pa je v preizkušanju doslej 
pokazalo le delno in kratkotrajno učinkovitost [8, 9]. Iz teh razlogov se znanstveniki 
vedno bolj posvečajo odkrivanju novih, učinkovitejših in bolj specifičnih zdravil proti 
malariji [1, 10, 11]. 
1.2 Plasmodium falciparum 
1.2.1 Splošne značilnosti organizma P. falciparum 
Plasmodium falciparum je sistematsko uvrščen v deblo Apicomplexa, red 
Haemosporida, družino Plazmodiidae in rod Plasmodium. Je enocelični evkariont in 
obligatni parazit, ki okužuje človeka. V rod Plasmodium ga uvrščamo zaradi 
sposobnosti nespolnega razmnoževanja v eritrocitih in pretvorbe hema v kristalinično 
barvilo hemozoin [12]. Z vidika temperaturne tolerance je mezofilen [13]. Ima jedro, 
endoplazemski retikulum in Golgijev aparat, poleg teh pa še prebavno vakuolo, s 
pomočjo katere razgrajuje hemoglobin [1, 14]. Kot vsi člani debla Apicomplexa vsebuje 
še apikalni kompleks, t. j. skupek sekretornih veziklov, ki omogoča vdor organizma v 
gostiteljsko celico, ter plastidni organel apikoplast. Ta je nujen za preživetje organizma; 
sposoben je biosinteze maščobnih kislin, hema in izoprenoidov. P. falciparum vsebuje 
tudi mitohondrije [1, 15, 16]. 
Genom je velik približno 23 Mb; sestavlja ga 14 kromosomov različnih dolžin. 
Povprečni delež nukleotidov A in T je nad 80 %. Protein-kodirajočih genov je okoli 
5300, 54 % vseh genov P. falciparum pa naj bi vsebovalo introne. Mitohondrijski 
genom je velik 6 kb, apikoplastni pa 35 kb in vsebuje zapise za 30 proteinov. Večja 
količina v jedru zapisanih proteinov se lokalizira v teh dveh organelih; 551 je 
namenjenih apikoplastu, okoli 246 pa mitohondriju. V mitohondrij se dostavljajo tudi 
tRNA, saj jih ne more sam sintetizirati [15]. Veliko plazmodijskih proteinov ima znotraj 
globularnih domen daljše, strukturno preproste aminokislinske insercije, ki jih 
evkariontski ortologi nimajo [17]. 
Tekom življenja zavzema P. falciparum več različnih oblik. Infektiven je kot sporozoit 




plaščem, ki omogoča prvotni stik parazita s tarčno celico in se kmalu zatem odstrani [1, 
18]. Za vdor v celico je ključen apikoplast, sestavljen iz treh vrst veziklov: mikronem, 
roptrij in gostih granul. Prvi dve vrsti se nahajata na apikalnem polu in izločata proteine, 
ki povzročajo selektivno adhezijo na gostiteljsko celico ter inducirajo uvihanje njene 
plazmaleme; le-ta obda plazmodij in z njim oblikuje endomembranski delec, t. i. 
parazitoforno vakuolo znotraj celice. Goste granule pa svojo vsebino sprostijo šele 
znotraj te vakuole, ki je ključna za izkoriščanje celičnih procesov gostitelja [16]. Znotraj 
celice je P. falciparum oblike obročastega trofozoita, ki se sčasoma diferencira v ovalni 
shizont s hitro, večkratno delitvijo jedra. Zreli shizont je segmentiran skupek ovalnih 
merozoitov. V človeku je lahko prisoten tudi kot spolno dimorfna gametocita [19-21]. 
1.2.2 Metabolizem organizma P. falciparum 
Metabolizem organizma P. falciparum so do sedaj preučevali predvsem v fazi okužbe 
eritrocita, kjer je njegov glavni vir ATP anaerobna glikoliza; NAD+ obnavlja s 
pretvarjanjem piruvata v laktat. Mitohondrijev prispevek ATP je v tej fazi minimalen. 
Glavna vira ogljika sta glukoza in glicerol. P. falciparum je zmožen izvajanja reakcij 
Krebsovega cikla, s tem da se piruvat dehidrogenazni kompleks tu nahaja v apikoplastu. 
V mitohondrijih je glavni prenašalec elektronov v dihalni verigi ubikinon. Organel 
vsebuje več encimov, ki skrbijo za njegovo redukcijo v ubikinol. Mednje sodita 
podenota NADH-dehidrogenaznega kompleksa I in dihidroorotat dehidrogenaza. 
Citokromski kompleks bc1 skrbi za ponovno oksidacijo do ubikinona skupaj z iztokom 
protonov [15]. 
P. falciparum je znotraj eritrocita v obliki trofozoita v parazitoforni vakuoli; v 
nadaljnjem mora dozoreti v merozoite. Med zorenjem prične izvažati mnogotere 
proteine v citoplazmo okužene celice, ki izkoristijo njeno vsebino kot vir hranilnih 
snovi za sledeče hitro razmnoževanje [1, 18]. Nekateri od teh proteinov delujejo kot 
importerji in se zasidrajo v plazmalemo, kjer povečajo vnos hranilnih snovi iz okolice 
[4]. Neželen učinek tega je nabor prevelike količine Na+-ionov, ki so nato odstranjeni s 
pomočjo od ATP odvisne kationske črpalke. Prebavna vakuola razgradi hemoglobin in 
posledično izločen hem pretvori v hemozoin. Trofozoit je nato ponovno podvržen 
shizogoniji; poteče več asinhronih podvojitev DNA ter mitotskih delitev, katerih 
rezultat je zreli shizont, ki sprošča nove merozoite. Ti okuženo celico predrejo in se 
sprostijo v krvožilje, kjer lahko okužijo bližnje eritrocite in ponovijo cikel [1, 18, 22]. 
Kot vse vrste Plasmodium je P. falciparum avksotrofen za vse potrebne aminokisline; 
pridobi jih iz citoplazme gostitelja, predvsem s hidrolizo hemoglobina. Kljub temu pa 
vsebuje encime za pretvorbe dobljenih aminokislin, npr. pretvorbo Cys-Ala. Z 
razgradnjo hemoglobina se sprosti hem, ki je za P. falciparum toksičen, zato ga znotraj 
prebavne vakuole pretvori v polimer hemozoin. P. falciparum ni zmožen de novo 
sinteze purinov in mora prekurzorje prevzeti od gostitelja [15]. Nasprotno pa se pri 




obnavljanje pirimidinov. Šesterica encimov (glutamin amidotransferaza, karbamoil 
fosfat sintetaza, aspartat karbamoiltransferaza, dihidroorotaza, dihidroorotat 
dehidrogenaza, orotat fosforiboziltransferaza in orotidin 5'-monofosfat dekarboksilaza) 
omogoča sintezo UMP iz glutamina, aspartata in bikarbonata [11]. 
1.2.3 Tarče za antimalarike proti P. falciparum 
Kot glavni vzrok za smrtonosnost malarije je P. falciparum najbolj aktualna tarča za 
razvoj specifičnih protimalarijskih sredstev. Med cepivi je najuspešnejše RTS,S, ki 
temelji na rekombinantni obliki proteina CSP, ki ga izražajo sporozoiti. Cepivo 
sestavljata fuzijski protein RTS ('R' – osrednja ponavljajoča se regija CSP, 'T' – T-
celični epitop CSP, 'S' – površinski antigen virusa hepatitis B) in prosti protein 'S' [8]. 
Morebitna kandidata za cepivo sta tudi proteina PfRH5 in PfAMA1, ki ju merozoiti 
potrebujejo za vdor v eritrocit. Poleg cepiv trenutno preizkušajo še antimalarike, katerih 
aktivnost preprečuje shizogonijo v okuženih krvničkah; preprečujejo bodisi 
odstranjevanje toksičnih zvrsti bodisi podvojevanje DNA. V prvo kategorijo sodita 
klorokin, ki zavre pretvorbo hema v hemozoin, in KAE609, ki inhibira ATPazno 
črpalko za odstranjevanje odvečnega Na+. V drugi kategoriji pa pirimetamin, P218 in 
ciklogvanil inhibirajo plazmodijevo dihidrofolat reduktazo. Pomembna tarča je tudi 
dihidroorotat dehidrogenaza, katere delovanje je odločilni korak v podvojevanju DNA; 
zdravilo atovakvon jo inhibira posredno z zaustavitvijo dihalne verige, načrtanih pa je 
bilo tudi že mnogo neposrednih inhibitorjev [1]. 
1.3 Dihidroorotat dehidrogenaza 
1.3.1 Pregled razredov dihidroorotat dehidrogenaz 
Dihidroorotat dehidrogenaza, ali DHODH, je četrti v nizu encimov, ki organizmu 
omogočajo sintezo pirimidinskih nukleotidov po poti de novo. Je oksidoreduktaza, ki 
katalizira oksidacijo dihidroorotata v orotat, ki ga drugi encimi te poti pretvorijo v 
končni produkt, UMP. Kot kofaktor pri reakciji sodeluje prostetska skupina FMN. 
Oksidacija dihidroorotata poteka po t. i. mehanizmu ping-pong, pri katerem v prvem 
koraku FMN prejme elektrone od dihidroorotata in se reducira do FMNH2, v drugem 
koraku pa se FMN regenerira s prenosom elektronov na akceptorsko molekulo [10]. Ta 
reakcija je hitrost omejujoča stopnja pirimidinske biosinteze [23]. 
DHODH najdemo v vseh organizmih, ki so sposobni sami proizvajati pirimidine, in 
zavzema več različnih oblik. Filogenetsko so DHODH razvrščeni v razreda 1 in 2. V 
razredu 1 so citosolne variante, ki jih najdemo v grampozitivnih bakterijah, anaerobnih 
glivah, nekaterih nižjih evkariontih in arhejah [10, 24]. Razred 1 se deli na 3 
podrazrede: 1A, 1B in 1S. DHODH 1A so homodimeri, ki kot končne akceptorje 




Pripadniki 1B so heterotetrameri, končni akceptor elektronov pa je NAD+. Poleg FMN 
imajo še gručo 2Fe-2S in prostetsko skupino FAD, preko katerih potujejo elektroni od 
FMN do NAD+ [11]. Katalitični nukleofil je v obeh podrazredih cistein. Od njiju se pa 
razlikuje DHODH 1S, ki je bila odkrita v arheji Sulfolobus solfataricus: je 
heterooligomer, sestavljen iz neznanega števila katalitičnih ter elektron-akceptorskih 
domen. Katalitičen ostanek je v tem primeru serin, elektronski akceptor pa je neznan 
[23]. 
Razred 2 DHODH sestavljajo encimi, ki so s hidrofobno N-končno domeno zasidrani v 
notranje membrane gramnegativnih bakterij ter mitohondrijev večine evkariontov. 
Njihova katalitična domena je obrnjena v medmembranski prostor; nukleofil je strogo 
ohranjen serin. Končni akceptor so v tem primeru hidrofobni kinoni dihalne verige, med 
njimi ubikinon oz. koencim Q (CoQ). Vsi encimi tega razreda so monomerni [10, 23]. 
1.3.2 Dihidroorotat dehidrogenaza organizma P. falciparum 
PfDHODH, dihdroorotat dehidrogenaza parazita Plasmodium falciparum, spada v 
razred 2 in je dolga 569 aminokislin. Sestavljena je iz osrednje katalitične domene, 
kamor se veže dihidroorotat, ter iz N-končne domene, ki skrbi za povezovanje z 
notranjo mitohondrijsko membrano. Sintetizira se v proobliki; aminokisline 1-23 
delujejo kot mitohondrijski lokalizacijski signal [10, 23]. 
Osrednja domena ima strukturo TIM-sodčka, ki je sestavljen iz osmih vzporednih β-
trakov β1-β8, obdanih z osmimi α-vijačnicami α1-α8 (slika 1A). Poleg osnovnih α-
vijačnic se pojavijo še kratke 310-vijačnice, ki so na N- in C-koncih osrednje domene in 
na določenih predelih med posameznimi sekundarnimi strukturami sodčka. Točno 
število opaženih 310-vijačnic se med do sedaj razrešenimi 3D-strukturami razlikuje [10]. 
Prisotna sta tudi dva antiparalelna β-lističa, eden iz treh trakov (βC-βE) in drugi iz dveh 
(βA-βB), ki pokrivata oba konca sodčka. Manjši listič deluje kot »spodnji« pokrov na 
N-končni strani, večji pa kot »zgornji« pokrov, na katerega je vezana prostetska skupina 
FMN. Aktivno mesto encima je na stičišču med zgornjim pokrovom in ustjem TIM-
sodčka; sem se veže dihidroorotat [10, 23]. Aktivno mesto sestavljajo nukleofilni 
Ser345, ki katalizira reakcijo in je strogo ohranjen med DHODH razreda 2, ter Lys229 
in Lys429 [25]. V osrednji domeni najdemo tudi 44 aminokislin dolgo vključeno 
zaporedje (376-419) [23], ki oblikuje dodatno strukturno neurejeno zanko (384-413) 
[26]. Ta zanka nima znane strukturne ali biološke funkcije in je oddaljena od najbližjega 
katalitičnega ostanka za vsaj 30 Å. Značilno je, da moti kristalizacijo encima, zato se pri 






Slika 1: A) 3D-struktura PfDHODH s FMN in orotatom (PDB: 6VTY) z označenimi 
sekundarnimi strukturami. Legenda: rdeča – N-končni α-vijačnici A in B, vijolična – α-vijačnice 
1-8, rumena – 310-vijačnice, svetlo modra – β-trakovi A-E, temno zelena – β-trakovi 1-8 [10]. 
B) Poravnava PfDHODH (modra) in človeške dehidrogenaze HsDHODH (oranžna, PDB: 
6JME) po Cα-ogrodju. Prikazani so aminokislinski ostanki, ki definirajo topologijo ubikinon 
vezavnega tunela obeh encimov. Ostanki, pripadajoči HsDHODH, so označeni z apostrofom. V 
zelenih barvah sta FMN in orotat (ORO) v kristalni strukturi HsDHODH, v rožnatih pa v 
strukturi PfDHODH. C) Površinski prikaz PfDHODH. Ustje ubikinon vezavnega tunela je 
označeno z rdečim kvadratom. D) PfDHODH v kompleksu z inhibitorjem DSM267 (zelena) 
(PDB: 3SFK). Temno modro sta pobarvani αA in αB. Stranske verige ostankov žepa A so 
pobarvane s turkizno, žepa B pa z oranžno. Vodikove vezi so označene z rumenimi črtkanimi 
črtami. Vse slike so bile priravljene v PyMolu. 
Struktura transmembranskega dela N-končne domene še ni poznana; domnevno jo 
sestavlja enojna hidrofobna α-vijačnica [23]. Topni del N-končne domene je sestavljen 
iz dveh α-vijačnic, αA in αB, ki sta značilni za vse predstavnike razreda 2 in se nahajata 
na zunanjem robu osrednje domene. Skupaj s TIM-sodčkom oblikujeta pretežno 
hidrofobni tunel, kamor se vežeta končni elektronski akceptor (v tem primeru ubikinon) 
in do sedaj načrtani inhibitorji (slika 1C) [10]. Splošno vezavno mesto za inhibitorje je 
bilo posebej definirano [26]. Ni poznano, kako se ubikinon veže v tunel [23, 26]. Ta se 
deli na ustje, trup in končni del, ki se konča ob FMN, ki deluje kot pregrada med 
tunelom in vezavnim mestom za dihidroorotat [23]. Raziskovalno delo je pokazalo, da 
se vezavna mesta za ubikinon in inhibitorje ne prekrivata – inhibitorji se na encim 
vežejo tako, da bodisi blokirajo prenos elektronov med FMN in ubikinonom bodisi 
zmanjšajo dostopnost vezavnega mesta za ubikinon. Vezavno mesto za inhibitorje se 




ki ga sestavljajo, pa lahko z vezanimi molekulami interagirajo preko H-vezi (His185, 
Arg265 in Tyr528). Preostanek žepa sestavljajo manj polarni ostanki: Val532, Leu176, 
Cys184 in Gly181. Sicer pa se točni interagirajoči ostanki razlikujejo glede na inhibitor. 
Žep B je pomaknjen proti ustju in je popolnoma hidrofoben [26]. Inhibitorji se lahko 
vežejo v oba žepa ali pa samo v enega [10]. Žep B oblikujejo hidrofobne stranske 
skupine vijačnic αA in αB; označuje ga znatna strukturna plastičnost. Še posebej 
variabilna je αA, ki lahko glede na posamezne inhibitorje zavzema različne 
konformacije; ta lastnost je značilna tudi za druge DHODH razreda 2 [26-28]. Določene 
stranske skupine v vezavnem mestu so izredno gibljive; glavni sta His185 in Phe188. 
Slednja se lahko zavrti celo za 180° in s tem močno spremeni obliko tega mesta [26, 27, 
29]. 
Sinteza inhibitorjev za PfDHODH daje poudarek na vrstno specifičnost; končni cilj je 
izključno preprečevanje razmnoževanja parazita P. falciparum brez vpliva na npr. 
proliferacijo človeških aktiviranih limfocitov, za katero je nujna pospešena sinteza DNA 
(pri čemer posreduje človeška dihidroorotat dehidrogenaza, HsDHODH) [30]. Zato je 
smiselno omeniti glavne strukturne razlike med PfDHODH in HsDHODH, ki so pogoj 
za vrstno specifičnost. Aminokislinsko zaporedje vezavnega mesta za dihidroorotat je 
zelo ohranjeno napram N-končni domeni, zlasti ubikinon vezavnemu tunelu. Največja 
razlika je v položaju αA-vijačnic: HsαA ima rahel prelom pri Leu42, medtem ko je 
PfαA bolj linearna in je zato pomaknjena bliže vezavnemu mestu za inhibitorje. Zaradi 
tega je ustje tunela pri HsDHODH širše; pri PfDHODH ga dodatno zožata še PhePf171 
in MetPf536, ki nadomeščata LeuHs42 in ProHs364. Hidrofobni ostanki, ki so pri 
PfDHODH ključni za interakcijo z inhibitorji, so pri HsDHODH substituirani (npr. 
analog Phe188 je pri človeku Ala59). Še najbolj so ohranjene aminokisline v končnem 
predelu (žepu A) blizu FMN; HisPf185, ArgPf265 in TyrPf528 so ohranjeni pri 
HsDHODH in so prav tako sposobni interakcij preko H-vezi. Sicer pa je končni predel 
tunela pri PfDHODH ožji – ValHs134 in ValHs143 sta zamenjana z večjima 
hidrofobnima skupinama IlePf263 in IlePf272 (slika 1B). Veliko inhibitorjev obeh 
encimov interagira z ostanki v žepu A, na vrstno specifičnost pa najbolj vplivata 
struktura in relativen položaj žepa B [23, 26]. 
1.4 Inhibitorji dihidroorotat dehidrogenaze organizma P. falciparum 
1.4.1 Pregled inhibitorjev dihidroorotat dehidrogenaze organizma P. falciparum 
Oznaka PfDHODH za možno tarčo proti malariji je bila pobuda za iskanje in razvoj čim 
bolj raznolikih in učinkovitih inhibitorjev, ki bi se na encim vezali neposredno in vrstno 
specifično. Za najuspešnejšo metodo odkrivanja inhibitorjev se je izkazalo 
visokozmogljivo testiranje (ang. »high-throughput screening«). Tako so odkrili 




optimizacijo do končnih kandidatov za klinične poskuse. Potencialne inhibitorje so 
določili tudi z in silico metodami, npr. molekulskimi umestitvami [10, 26]. 
 
Slika 2: Posplošene strukturne formule izbranih serij inhibitorjev PfDHODH: A) 
triazolopirimidini, B) 5-(1H-benzimidazol-1-il)tiofen-2-karboksamidi, C) izoksazolopirimidini, 
D) hidroksipirazoli in E) piroli. R označuje splošne substituente, Ar aromatske substituente, X 
pa halogene heteroatome. Slika je bila narisana v programu ChemDraw. 
Odkrili so veliko možnih inhibitorjev z raznolikimi ogrodji, podmnožico teh pa so še 
uspešno kristalizirali skupaj s PfDHODH in preučili njihove vezavne lastnosti. Med 
temi so glavni tisti inhibitorji, ki temeljijo na triazolopirimidinskem obroču (slika 2A). 
Vsi izbrani triazolopirimidini so preko sekundarnega amina povezani s pogosto 
substituirano aromatsko skupino. V encim se vežejo na podoben način – 
triazolopirimidinski obroč se zasidra v žep A, aromatska stranska skupina pa v 
hidrofoben žep B. V žepu A preko H-vezi interagirajo s His185 in Arg265; nastanek teh 
vezi je mogoč zaradi resonančne delokalizacije elektronov med dušiki znotraj 
triazolopirimidina. Aromatska stranska skupina se v žep B umesti z nalaganjem π-
elektronskih obročev; vključeni so Phe188, Phe227 in druge aromatske stranske skupine 
ter FMN. Do sedaj je bil najbolj uspešen inhibitor DSM265, ki je v drugi fazi kliničnega 
testiranja na ljudeh [26, 31-33]. 
Druge skupine inhibitorjev z rešeno kristalno strukturo v kompleksu so 5-(1H-
benzimidazol-1-il)tiofen-2-karboksamidi ter derivati izoksazolopirimidinov, 
hidroksipirazolov in pirolov (slika 2B-D). Čeprav se nekateri od teh po strukturnih 
formulah močno razlikujejo, so vsi zgrajeni na podlagi heterocikličnega jedra in se v 
encim vežejo na podoben način kot triazolopirimidini; vsi s H-vezmi interagirajo s 
His185 in Arg265 v žepu A in vsi se z aromatskimi stranski skupinami vežejo v eno od 
variant žepa B, ki se zlasti zaradi gibljivosti Phe188 posameznemu inhibitorju lahko 




1.4.2 Inhibitorji na osnovi bicikličnih pirazolidinonov 
Strašek et al. [36] so preizkušali inhibitorno aktivnost bicikličnih derivatov 3-
pirazolidinonov. Kot potencialni inhibitorji PfDHODH so bili izbrani zaradi že prej 
dokazane antimikrobne aktivnosti proti različnim bakterijam [37, 38]. Pripravili so 
različno substituirane optično aktivne tetrahidropirazolo[1,2-a]pirazole (podskupina 5,5-
spojenih azabicikloalkanskih aminokislin), ki učinkujejo kot konformacijsko omejeni 
dipeptidni analogi [39]. V osrednjem heterociklu je aza-γ-laktamski obroč, zaradi 
katerega imajo ti derivati podobne lastnosti kot β-laktamski antibiotiki in v nekaterih 
primerih tudi enako biološko aktivnost [37, 38]. Kandidatne inhibitorje so sintetizirali s 
trokomponentno reakcijo med substituiranim 3-pirazolidinonom, različnimi aldehidi in 
metakrilatom, pri čemer je nastal azometin iminski intermediat, na katerem je potekla 
cikloadicija. Produkti sinteze so bili diastereomerni pari 7-okso-2,3,5,6-
tetrahidropirazolo[1,2-a]pirazol-1-karboksilatov s tremi stereogenimi centri: C1, C3 in 
C5 [36]. 
 
Slika 3: Strukturne formule bicikličnih pirazolidinonov 1, 1' in 2', določene z NMR. Atomi 
osrednjega heterocikla so oštevilčeni po vrstnem redu. Stereogeni centri so označeni z rdečo 
zvezdico. Slika je bila narisana v programu ChemDraw. 
Najbolj obetavni inhibitorji so bile molekule 1, 1' in 2' (slika 3). 1 in 1' sta sin-anti 
diastereomerni par, 2' pa je anti-izomer spojine 2 (ni prikazana, označena kot 5g v 
izvirnem članku [36]). Največjo inhibitorno aktivnost je imela 1', ki je pri PfDHODH 
imela mikromolarno IC50. Ta vrednost je bila za 2' 20-krat večja, za 1 pa 100-krat. Vse 
tri molekule so imele visoko selektivnost za PfDHODH in niso znatno inhibirale 
HsDHODH. 1 je večinski izomer, ki ima jedra 3-H in 5-H v sin-orientaciji, manjšinski 
izomer 1' pa ima taista jedra v anti-orientaciji. Kot stereoizomera imata obe spojini dva 
enaka substituenta: fenilno skupino na C3 in metilno na C5. Spojina 2' ima ta 
substituenta na ravno obratnih položajih. Na C1 atomu imajo vse tri spojine še eno 
metilno skupino in metoksikarbonilno skupino -CO2Me; v celoti imajo sposobnost za 
splošne hidrofobne interakcije, lahko pa se tudi udeležijo nalaganja π-elektronskih 
sistemov. Derivati z bolj hidrofilnimi karboksilnimi in amidnimi substituenti niso bili 
biološko aktivni. Nenazadnje pa zaradi karbonilnega kisika in dveh dušikov potencialno 
lahko nastanejo H-vezi; vse te lastnosti so pomembne za vezavo na PfDHODH [36]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
Namen diplomskega dela je bil dvodelen. Najprej smo z metodo mutageneze z delno 
prekrivajočima oligonukleotidoma želeli pripraviti rekombinantni zapis za 
dehidrogenazo PfDHODH iz organizma Plasmodium falciparum za izražanje in 
kristalizacijo tako izraženega proteina. Ta rekombinantni zapis bi imel delecijo 
kodonov, ki zapisujejo za neurejeno zanko 384-413. PfDHODH brez te zanke lahko 
tvori kristale, ki so primerni za analizo z rentgensko difrakcijo. Rekombinantnemu 
zapisu smo na obeh koncih želeli dodati tudi prepoznavni mesti za izbrani restriktazi, da 
bi omogočili vnos zapisa v ekspresijski vektor. 
V drugem delu smo želeli podrobneje preučiti način vezave treh izbranih inhibitorjev, 
bicikličnih pirazolidinonov, ki so jih identificirali Strašek et al. [36], v ustrezno vezavno 
mesto v PfDHODH. V ta namen smo izvedli in silico študijo interakcij teh inhibitorjev s 
proteinom z umestitvijo s programom AutoDock Vina. Simulacijo smo hoteli opraviti z 
največjim možnim približkom resničnega stanja, zato smo inhibitorje najprej umeščali v 
rigidno strukturo PfDHODH, nato pa izbranim aminokislinskim ostankom omogočili 
gibljivost. Umestitve naših ligandov smo želeli še primerjati z vezavo drugih 
inhibitorjev, katerih kristalna struktura v kompleksu s PfDHODH je bila že določena. 
Pred začetkom izvajanja diplomskega dela smo postavili sledeče hipoteze: 
1. Inhibitor 1' se v skladu z eksperimentalnimi podatki o biološki aktivnosti veže v 
PfDHODH z najnižjo vezavno energijo. 
2. Simulirana vezava 1, 1' in 2' se zaradi drugačnega molekulskega ogrodja močno 
razlikuje od že preučenih inhibitorjev. 
3. His185 v PfDHODH v simulaciji interagira z 1, 1' in 2' preko vodikovih vezi. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Reagenti 
3.1.1 Kemikalije 
Pri delu smo uporabili sledeče kemikalije: 
Agar (Sigma-Aldrich), agaroza (Sigma-Aldrich), ampicilin (Fischer BioReagents), 
bromfenolmodro (Sigma-Aldrich), EDTA (Thermo Fischer Scientific), etanol (ECP), 
etidijev bromid (Sigma-Aldrich), glicerol (Fischer Chemical), HCl (Sigma), dH2O, 
kvasni ekstrakt (Biolife), ksilencianol (Merck), NaCl (Gram-Mol), 10 mM dNTP 
mešanica (Thermo Scientific), ledocetna kislina (Gram-Mol), pepton iz kazeina (Sigma-
Aldrich), tris (Sigma-Aldrich). 
3.1.2 Pufri 
Pri delu smo uporabili sledeča pufra: 
• 6× nanašalni pufer za AGE (10 mM tris/HCl, 60 % (v/v) glicerol, 60 mM 
EDTA, 0,03 % (w/v) bromfenolmodro, 0,03 % (w/v) ksilencianol, pH 7,6), 
• 1× pufer TAE (40 mM tris, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA, pH 8,0). 
3.1.3 Encimi 
Za pripravo rekombinantnega konstrukta PfDHODH s pomočjo verižne reakcije s 
polimerazo (PCR) smo uporabili DNA-polimerazo Phusion High-Fidelity (2 U/μL, 
Thermo Scientific) s 5× pufrom HF (Thermo Scientific). 
Za pomnoževanje konstrukta s PCR na osnovi kolonije smo uporabili DNA-polimerazo 
DreamTaq (5 U/μL, Thermo Scientific) z 10× pufrom DreamTaq (Thermo Scientific). 
Za ligacijo konstrukta v klonirni vektor smo uporabili DNA-ligazo T4 (5 Weissovih 
U/μL, Thermo Scientific) skupaj z 2× reakcijskim pufrom (Thermo Scientific). 
3.1.4 Kompleti reagentov 
Za izolacijo plazmidne DNA iz bakterijskih kultur smo uporabili komplet reagentov 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific). 
Za izolacijo DNA iz agaroznega gela po elektroforezi smo uporabili komplet reagentov 
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (V-spin) (Omega Biotek). 
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Za ligacijo konstrukta v klonirni vektor smo uporabili CloneJET PCR Cloning Kit 
(Thermo Scientific). 
3.1.5 Standard velikosti 
Po ločbi fragmentov DNA z elektroforezo smo velikost posameznih fragmentov določili 
s pomočjo standarda velikosti. V tem primeru je bil to GeneRuler 1 kb DNA Ladder 
(slika 4). 
 
Slika 4: Velikostni standard GeneRuler 1 kb DNA Ladder [40]. 
3.2 Oprema in aparature 
3.2.1 Aparature 
Pri laboratorijskem delu smo uporabili naslednje naprave: 
• Ciklični termostat GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems), 
• Ciklični termostat Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), 
• Inkubator BD 23 (BINDER), 
• Inkubator s stresalnikom IS-200K (Kambič laboratorijska oprema), 
• Milli-Q Reference Water Purification System (Merck), 
• Namizna centrifuga Eppendorf 5424, 
• Prenosna tehtnica PL83-S (Mettler Toledo), 
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• Spektrofotometer NanoDrop 2000c (Thermo Scientific), 
• Termoblok Mini Dry Bath (STARLAB Group), 
• Transiluminator MiniBIS (DNR Bio-Imaging Systems). 
3.2.2 Programska oprema 
Uporabili smo tudi sledečo programsko opremo: 
• AutoDock Vina, 
• Discovery Studio Visualizer, 
• EMBOSS Needle, 
• ExPASy Translate, 
• Program Gel Capture 2.0, 
• Program NanoDrop 2000/2000c, 
• PyMOL. 
3.3 Bakterijski sev 
Za kloniranje plazmida z vstavljenim konstruktom in za PCR na osnovi kolonije smo 
uporabili bakterije E. coli, sev XL1-Blue, ki so zaradi predhodne obdelave lahko 
kompetentno sprejele rekombinantni vektor. Pred uporabo smo jih hranili pri -80 °C. 
3.4 Gojišči 
Pri metodah kloniranja smo uporabili gojišče LB (ang. »Lysogeny Broth«) za gojenje 
transformiranih bakterij E. coli seva XL1-Blue. Uporabili smo tako tekočo kot trdno 
različico; vsa trdna gojišča so bila vlita v petrijevke. Vsa gojišča so bila po pripravi 
avtoklavirana. V določenih primerih smo v gojišče dodali še antibiotik ampicilin do 
končne koncentracije 100 μg/mL. Antibiotik je omogočal negativno selekcijo z 
rekombinantnim vektorjem netransformiranih bakterij. Bakterijske kulture na trdnem 
gojišču so bile shranjene v inkubatorju pri 37 °C, tekoče kulture pa pri enaki temperaturi 
v stresalniku. Sestava gojišča LB je opisana v spodnji tabeli 1. 
Tabela 1: Seznam sestavin trdnega in tekočega gojišča LB. 
Gojišče Sestava gojišča (za 1 L) 
trdno LB 5,0 g kvasnega ekstrakta, 10 g peptona, 10 g NaCl, 20 g 
agarja, dH2O do 1 L 
tekoče LB 5,0 g kvasnega ekstrakta, 10 g peptona, 10 g NaCl, dH2O 
do 1 L 




Za pripravo rekombinantnega zapisa za PfDHODH smo uporabili dva vektorja. 
Nukleotidna zaporedja obeh sta prikazana na sliki 5. Prvi vektor, pRSETb (Invitrogen), 
je ekspresijski fagmid z vstavljenim zapisom za PfDHODH. Dolg je 1239 bp in zapisuje 
za N-končno skrajšan PfDHODH, saj manjkajo kodoni za aminokisline 1-157. 
Vstavljen je v multiplo klonirno mesto tako, da je v istem bralnem okvirju kot zapis za 
N-končni oznaki His6 in Xpress, ki jima sledi prepoznavno mesto za enterokinazo. 
Vektor je brez vključka dolg 2939 bp, z njim pa 4178 bp. Vsebuje tudi gen za β-
laktamazo, ki omogoča odpornost proti ampicilinu. Vektor z vključkom je predhodno 
pripravil izr. prof. dr. Marko Novinec. 
 
Slika 5: Vektorski karti pRSETb in pJET1.2/blunt. A) Vektor pRSETb vsebuje bakterijski 
začetek replikacije (ori) ColE1, fagni ori f1, konstitutivno izražen gen za odpornost proti 
ampicilinu (AmpR), promotor za RNA-polimerazo T7, vezavno mesto za ribosom (RBS) ter 
zapisa za heksahistidinsko oznako His6 in oznako Xpress. B) Vektor pJET1.2/blunt [41] vsebuje 
bakterijski ori ColE1, gen za odpornost AmpR, T7 promotor in eco47IR, zapis za restriktazo 
pod nadzorom laktoznega promotorja UV5. Prepoznavno mesto za drugo restriktazo, s katero je 
bil plazmid lineariziran, je označeno z zlato barvo. Slika je bila pripravljena s programom 
SnapGene. 
Drugi vektor je pJET1.2/blunt (Thermo Scientific) in je vključen v komplet reagentov 
CloneJet PCR Cloning Kit. Je klonirni plazmid, namenjen ligaciji fragmentov DNA s 
topimi konci. Brez ligiranega fragmenta je dolg 2974. Vsebuje gen za odpornost proti 
ampicilinu. Poleg tega vsebuje zapis za restriktazo Eco47I, ki tudi učinkuje kot 
selekcijski marker – ko se ta gen izraža, je za gostiteljsko bakterijo smrten. Vektor je 
predhodno lineariziran z Eco32I; prepoznavno mesto je sredi zapisa za Eco47I. To 
preprečuje preživetje transformantov z vektorjem, ki je sam cirkulariziral, t. j. nima 
uspešno vstavljenega fragmenta DNA. Lineariziran vektor je na obeh 5'-koncih 
fosforiliran [41]. 
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3.6 Začetni oligonukleotidi 
Za pripravo rekombinantnega konstrukta PfDHODH z mutagenezo z delno 
prekrivajočima oligonukleotidoma smo uporabili štiri začetne oligonukleotide. Njihova 
zaporedja so navedena v tabeli 2. PfDHODH_F in PfDHODH_R smo v nadaljnjem 
uporabili za ugotavljanje uspešnosti mutageneze. Ta dva oligonukleotida imata tudi 
restrikcijska mesta v 5'-previsu (NcoI pri PfDHODH_F in XhoI pri PfDHODH_R), ki bi 
omogočila ligacijo končnega DNA-konstrukta v ustrezen ekspresijski vektor. 
Tabela 2: Nukleotidna zaporedja uporabljenih začetnih oligonukleotidov. 5'-previsi so označeni 
z zeleno, restrikcijska mesta na teh previsih pa z rdečo. 
























Za sekvenciranje konstrukta smo uporabili PfDHODH_F. Vsi začetni oligonukleotidi so 
bili redčeni do koncentracije 10 μM. 
3.7 Priprava rekombinantnega konstrukta s PCR 
Cilj je bil pripraviti rekombinantno obliko PfDHODH z delecijo aminokislinskih 
ostankov 384-413, ki v divjem tipu encima oblikujejo neurejeno zanko. Odstranitev te 
zanke je ključna za uspešno kristalizacijo PfDHODH [26]. Izbrali smo metodo 
mutageneze z delno prekrivajočima oligonukleotidoma. Ta metoda temelji na verižni 
reakciji s polimerazo oz. PCR, pri kateri se v več temperaturnih ciklih dvojna vijačnica 
matrične DNA loči na posamezni verigi, na kateri se na izbrano nukleotidno zaporedje 
prilegata začetna oligonukleotida, ki ju termostabilna DNA-polimeraza podaljša v 
DNA-matrici komplementarni verigi. Končni produkt je tako več milijonkrat 
pomnoženo izbrano zaporedje DNA. 
V prvem koraku smo v dveh vzporednih reakcijah PCR pomnožili nukleotidni zaporedji 
PfDHODH na obeh straneh zapisa za neurejeno zanko; s tem smo dobili dva ločena 
fragmenta, ki predstavljata »polovici« zapisa za PfDHODH brez vmesne zanke. Za 
reakcijo 1 smo uporabili PfDHODH_F in PfDHODH_loop_R, za reakcijo 2 pa 
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PfDHODH_loop_F in PfDHODH_R. Oligonukleotida PfDHODH_loop_F in 
PfDHODH_loop_R sta se prilegala na nukleotidno zaporedje pred začetkom in po 
koncu zapisa za zanko, oba pa imata 5'-previs, ki je komplementaren zaporedju na 
nasprotnem koncu tega zapisa. Tako bi imela pomnožena fragmenta do začetka/konca 
zapisa za zanko enako zaporedje kot matrična DNA, nato pa še krajši podaljšek, ki je 
zaporedju na drugem koncu zapisa za zanko komplementaren. Shematski prikaz metode 
je prikazan na sliki 6. Sestavine mešanic za prvi dve reakciji PCR so v tabeli 3, 
temperaturni program pa v tabeli 4.  
 
Slika 6: Shematski prikaz metode mutageneze z delno prekrivajočima oligonukleotidoma. 
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Tabela 3: Sestavi reakcijskih mešanic za PCR reakciji 1 in 2. 
Reagent (reakcija 1) Količina [μL] Reagent (reakcija 2) Količina [μL] 
dH2O 12,9 dH2O 12,9 
5× pufer Phusion HF 4,0 5× pufer Phusion HF 4,0 
10 mM dNTP 0,4 10 mM dNTP 0,4 





1,0 10 μM PfDHODH _R 1,0 





Phusion High Fidelity 
0,2 
Skupni volumen 20,0 Skupni volumen 20,0 
 
Tabela 4: Temperaturni program za PCR reakciji 1 in 2. 
Korak Čas [min] Temperatura [°C] Število ciklov 
denaturacija 1,0 98  
denaturacija 0,5 98  
prileganje 0,5 55 25 ciklov 
podaljševanje 0,5 72  
podaljševanje 5,0 72  
 
V drugem koraku je tretja reakcija PCR združila oba fragmenta v končni konstrukt, 
označen kot PfDHODHΔ384-413. Princip je tak, da se enojne verige prvega in drugega 
produkta med seboj prilegajo, saj so si na 3'-koncu komplementarne; mesto prekrivanja 
učinkuje kot začetni oligonukleotid, t. j. izhodišče za podaljševanje z DNA-polimerazo, 
kar omogočita še začetna oligonukleotida PfDHODH_F in PfDHODH_R (slika 6). 
Sestava reakcijske mešanice in temperaturni program sta podana v tabelah 5 in 6. 
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Tabela 5: Sestava reakcijske mešanice za PCR reakcijo 3. 
Reagent (reakcija 3) Količina [μL] 
dH2O 12,4 
5× pufer Phusion HF 4,0 
10 mM dNTP 0,4 
10 μM PfDHODH_F 1,0 
10 μM PfDHODH_R 1,0 
produkt reakcije 1 0,5 





Skupni volumen 20,0 
 
Tabela 6: Temperaturni program za PCR reakcijo 3. 
Korak Čas [min] Temperatura [°C] Število ciklov 
denaturacija 1,0 98  
denaturacija 0,5 98  
prileganje 0,5 55 25 ciklov 
podaljševanje 2,0 72  
podaljševanje 5,0 72  
3.8 Agarozna gelska elektroforeza 
Uspešnost PCR reakcij smo preverili s klasično agarozno gelsko elektroforezo (AGE). 
Ta metoda se uporablja za ločevanje nukleinskih kislin po velikosti v električnem polju. 
Negativno nabite nukleinske kisline v agaroznem gelu potujejo od katode proti anodi. 
Hitrost potovanja je odvisna od velikosti in oblike molekule ter od zamreženosti gela. 
Gel je pripravljen s primešanim fluorescenčnim barvilom, etidijevim bromidom, ki se 
interkalira med baze DNA in omogoča opazovanje svetlih lis na gelu. Te predstavljajo 
skupke molekul DNA približno enake velikosti. Velikost DNA smo določali posredno s 
primerjavo položaja lise vzorca s položajem lis velikostnega standarda DNA. 
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Za ločbo smo uporabili 1,0-odstotni agarozni gel, ki je primeren za molekule DNA v 
velikostnem razponu 500-10.000 bp. Volumen gela je bil 60 mL za ločbe produktov 
mutageneze z delno prekrivajočima oligonukleotidoma, za produkte PCR na osnovi 
kolonije pa je bil 80 mL. Geli so bili pripravljeni iz 60 ali 80 mL 1× pufra TAE, v 
katerega smo primešali 0,6 ali 0,8 g zatehtane agaroze do končnega deleža 1,0 % in jo s 
segrevanjem v celoti raztopili. Ko se je zmes ohladila, smo dodali še 3 μL 1,0-odstotne 
raztopine etidijevega bromida, premešali in vlili v kadičko. Nato smo vstavili še 
glavniček za oblikovanje žepkov in počakali, da se je gel strdil. Naposled smo ga prelili 
z 1× TAE, da je bil v celoti potopljen. Vzorce smo za nanos pripravili tako, da smo v 20 
μL vzorca (reakcijske mešanice po končanem PCR) odpipetirali 4 μL 6× nanašalnega 
pufra in celoten volumen mešanice nanesli v žepek. V enega od žepkov smo tudi 
odpipetirali 10 μL velikostnega standarda GeneRuler 1kb. Elektroforeza je tekla 
približno 40 minut, napetost je bila v obeh primerih 110 V. Naposled smo gel prestavili 
na transiluminator in z vzbujanjem fluorescence etidijevega bromida opazovali položaje 
lis. 
3.9 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Produkte PCR reakcij 1-3 smo po izvedenem AGE izolirali iz gela s pomočjo kompleta 
reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit. Na transiluminatorju smo najprej določili lise, 
ki so vsebovale DNA pričakovane velikosti, ter čim bolj natančno izrezali koščke s temi 
lisami. Posamezne koščke smo prenesli v 1,5-mililitrske mikrocentrifugirke, jih 
zatehtali in dodali masi sorazmeren volumen vezavnega pufra iz kompleta reagentov. 
Nato smo mikrocentrifugirke segreli do 60 °C na termobloku, dokler se ves gel ni 
raztopil. V nadaljnjem smo sledili postopku, ki ga je priložil proizvajalec kompleta. Na 
koncu smo dobili čiste vzorce DNA, ki smo jih do uporabe hranili pri -20 °C. 
3.10 Ligacija konstrukta v vektor 
Pridobljeni konstrukt PfDHODHΔ384-413 smo preko topih koncev ligirali v klonirni 
vektor pJET1.2/blunt. Uporabili smo komplet CloneJet PCR Cloning Kit. Reakcijo je 
katalizirala DNA-ligaza T4, ki omogoča nastanek fosfodiestrskih vezi med 
dvoverižnimi fragmenti DNA, ki imajo fosforilirane 5'-konce in defosforilirane 3'-
konce. Reakcijski pufer je bil del kompleta. Končna orientacija konstrukta v vektorju ni 
pomembna. Reakcijsko mešanico smo pripravili, kot je opisano v tabeli 7. Sestavine 
smo zmešali na ledu, dodali ligazo ter inkubirali pri sobni temperaturi za 30 minut. Po 
končani ligaciji smo mešanico uporabili za transformacijo. 
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Tabela 7: Sestava reakcijske mešanice za ligacijo. 
Reagent Količina [μL] 
2× reakcijski pufer 10,0 
pJET1.2/blunt 0,5 
PfDHODHΔ384-413 8,0 
DNA-ligaza T4 1,0 
Skupni volumen 19,5 
3.11 Transformacija kompetentnih bakterij E. coli 
S transformacijo smo vnesli rekombinantni vektor pJET1.2-PfDHODHΔ384-413 v 
kompetentne bakterije E. coli XL1-Blue. Te bakterije, pripravljene v alikvotu 100 μL, 
smo najprej odtajali na ledu, potem smo dodali celotno ligacijsko mešanico iz točke 
3.10 ter inkubirali na ledu za 30 minut. Nato smo izvedli toplotni šok; 
mikrocentrifugirko z bakterijami smo za 45 sekund prenesli v termoblok, ki je bil 
vnaprej segret na 42 °C. Mešanico smo prenesli nazaj na led za 1 minuto, potem pa 
dodali še 800 μL tekočega gojišča LB. Bakterije smo inkubirali 30 minut v stresalniku 
pri 37 °C. Po inkubaciji smo centrifugirali 3 minute pri 3000 g, odstranili 700 μL 
supernatanta, usedlino pa resuspendirali v preostanku. Naposled smo mešanico 
aseptično razmazali po plošči trdnega gojišča LB, ki je vsebovala ampicilin. Ploščo smo 
inkubirali čez noč pri 37 °C. 
3.12 PCR na osnovi kolonije 
Po prekonočni inkubaciji selekcijske plošče smo prešteli zrasle kolonije in jih 
oštevilčili. Te kolonije smo v nadaljnjem uporabili za ugotavljanje prisotnosti 
konstrukta PfDHODHΔ384-413 v klonirnem vektorju. To smo naredili z metodo PCR na 
osnovi kolonije. Pripravili smo 10 vzporednih reakcijskih mešanic za PCR (sestava je 
podana v tabeli 8); vsaka mešanica je ustrezala eni od zraslih kolonij. Za 10 izbranih 
kolonij smo vsaki s sterilnim nastavkom odvzeli nekaj celic, nastavek pomočili v 
reakcijsko mešanico, nato pa preostanek celic na nastavku razmazali na sveži plošči LB 
z ampicilinom. Ploščo smo inkubirali čez noč pri 37 °C, da so ponovno zrasle kolonije. 
Tako pripravljene reakcijske mešanice smo prenesli na ciklični termostat; temperaturni 
program je v tabeli 9. Pri začetnem segrevanju so se bakterije lizirale, s tem pa se je 
sprostil vektor, ki je služil kot matrica za verižno reakcijo s polimerazo. Tokrat smo 
uporabili DNA-polimerazo DreamTaq, začetna oligonukleotida pa sta bila 
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PfDHODH_F in Pf_DHODH_R. Po končani reakciji smo mešanicam dodali nanašalni 
pufer za AGE in DNA ločili z elektroforezo. 
Tabela 8: Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije. 
Reagent Količina [μL] 
dH2O 34,5 
10× pufer DreamTaq 5,0 
2 mM dNTP 5,0 
10 μM PfDHODH_F 2,5 




Skupni volumen 50,0 
 
Tabela 9: Temperaturni program za PCR na osnovi kolonije. 
Korak Čas [min] Temperatura [°C] Število ciklov 
denaturacija 1,0 95  
denaturacija 0,5 95  
prileganje 0,5 55 25 ciklov 
podaljševanje 1,5 72  
podaljševanje 5,0 72  
3.13 Gojenje kultur E. coli 
Izmed tistih kolonij, pri katerih se je s PCR uspešno pomnožil PfDHODHΔ384-413, smo 
izbrali dve in ju s cepilno zanko aseptično prenesli v stekleni epruveti s 6 mL tekočega 
gojišča LB z ampicilinom. Čez noč smo ju v stresalniku inkubirali pri 37 °C. 
3.14 Izolacija vektorja iz bakterij E. coli 
Izolacijo vektorja pJET1.2-PfDHODHΔ384-413 smo izvedli s kompletom GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit. Bakterije smo najprej 1 minuto centrifugirali pri 10.000 g in 22 
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°C, da so se posedle. Supernatant smo odlili in v nadaljnjem sledili postopku, ki je bil 
priložen s kompletom. Dobili smo raztopini DNA, ki smo jima s spektrofotometrom 
NanoDrop 2000c določili čistost in koncentracijo. 
3.15 Določanje nukleotidnega zaporedja konstrukta 
Želeli smo določiti nukleotidno zaporedje PfDHODHΔ384-413, da bi preverili uspešnost 
mutageneze. Raztopine, ki so imele dovoljšen izplen vektorja po izolaciji, smo vključili 
v mešanico za sekvenciranje (tabela 10). Za vsak vzorec smo pripravili samo eno 
mešanico s smernim začetnim oligonukleotidom, ki se prilega na 5'-konec konstrukta. 
Mešanice smo poslali na podjetje Eurofins Genomics, ki je opravilo sekvenciranje. 
Pridobljena nukleotidna zaporedja smo prevedli v aminokislinska s pomočjo ExPASy 
Translate. Nukleotidna in aminokislinska zaporedja smo globalno poravnali z izvirnim 
zapisom za divji tip PfDHODH (sicer s prilagojenimi kodoni za izražanje v E. coli). 
Uporabili smo spletno aplikacijo EMBOSS Needle; za nukleotide smo izbrali matriko 
zamenjav EDNAFULL, za aminokisline pa EBLOSUM62. 
Tabela 10: Sestava mešanice za sekvenciranje konstrukta PfDHODHΔ384-413. 






Skupni volumen 10,0 
3.16 Umestitev inhibitorjev in silico 
Za simulacijo vezave inhibitorjev 1, 1' in 2' v ubikinon vezavni tunel PfDHODH smo 
uporabili program AutoDock Vina [42], ki dopušča gibljivost omejenega števila 
stranskih skupin v 3D-strukturi proteina. Strukturne datoteke za vse tri inhibitorje je 
priskrbel izr. prof. dr. Marko Novinec. Inhibitorje smo umeščali v kristalno strukturo 
PfDHODH (PDB šifra: 6VTN), ki smo jo pred simulacijo ustrezno obdelali. Iz strukture 
smo odstranili tako inhibitor DSM557 [29] kot tudi vse kristalografske vodne molekule. 
FMN in orotat smo pustili v strukturi. Kot je bilo opisano v prejšnji raziskavi [43], smo 
Arg265 označili za protoniranega, His185 pa za neprotoniranega na mestu Nδ. Za 
celoten protein je AutoDock Vina izračunal naboje po Kollmanu. 
Umestitev z AutoDock Vina smo opravili v dveh stopnjah: najprej smo umestili vse tri 
inhibitorje v popolnoma rigiden PfDHODH, nato pa smo v taistem proteinu definirali 
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dva aminokislinska ostanka, His185 in Phe188, kot gibljiva. S tem smo želeli 3D-
strukturo PfDHODH bolj približati resničnem stanju, kot je bilo že opisano [26, 27, 29]. 
Obema ostankoma smo dopustili prosto rotacijo vezi Cα-Cβ in Cβ-Cγ. Inhibitorjem smo 
pri vseh simulacijah dopustili rotacijo vezi Phe-C3 (ali C5 v primeru 2'), CO-C1 in CO-
OMe pri metoksikarbonilni skupini. Območje prileganja (mrežna škatla) je bilo v vseh 
primerih enako – definirano je bilo tako, da je obsegalo celoten ubikinon vezavni tunel. 
Center škatle je ležal na koordinatah x = 89,251, y = -30,029 in z = 14,48,  razmik med 
sosednjima mrežnima točkama je bil 1 Å, dimenzije škatle pa so bile 20 × 14 × 14 Å3. 
Po vsaki umestitvi je program izvozil največ 9 konformacijskih modelov za inhibitor (in 
protein, če sta bila definirana gibljiva ostanka), za vsakega od katerih je izračunal 
vezavno energijo v kcal/mol. Vse tri inhibitorje smo umestili po dvakrat, prvič z 
nastavljeno izčrpnostjo 10, drugič pa z izčrpnostjo 100 – med rezultati smo nato 
primerjali konformacije in izračunano vezavno energijo. Maksimalna razlika med 
vezavnimi energijami najboljše in najslabše izračunane konformacije ene umestitve je 
bila definirana kot 4 kcal/mol. Dobljene konformacije in njihove simulirane interakcije 





4.1 Priprava konstrukta PfDHODHΔ384-413 
Rekombinantni zapis za PfDHODH, z delecijo kodonov za aminokislinske ostanke 384-
413, smo pripravili z mutagenezo z delno prekrivajočima oligonukleotidoma. V ta 
namen smo s PCR namnožili dva fragmenta (polovici) celotnega zapisa za PfDHODH z 
želeno delecijo. Uspešnost obeh reakcij smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo 
(slika 7). 
 
Slika 7: Ločba produktov prvih dveh reakcij PCR na 1,0-odstotnem agaroznem gelu. Na vrhu 
slike so napisana imena vzorcev v ustrezajočih žepkih. ST – velikostni standard DNA, 
F+loop_R – produkti PCR z začetnima oligonukleotidoma PfDHODH_F in 
PfDHODH_loop_R, R+loop_F – produkti PCR z začetnima oligonukleotidoma PfDHODH_R 
in PfDHODH_loop_F. Vsi začetni oligonukleotidi so zapisani v tabeli 2, sestavi reakcijskih 
mešanic pa v tabeli 3. Velikosti posameznih lis velikostnega standarda so označene v bp na levi 
strani. 
Za reakcijo z oligonukleotidoma PfDHODH_F in PfDHODH_loop_R smo pričakovali 
fragment velikosti 688 bp, za reakcijo s PfDHODH_R in PfDHODH_loop_F pa 477 bp. 
Na podlagi ločbe na sliki 7 nismo dobili pričakovanega produkta pri reakciji F+loop_R, 
saj ni bilo opazne lise pri približno enaki dolžini kot standardna 750 bp dolga DNA. 
Sicer sta se v tem žepku pojavili dve opazni lisi: pri 3000 bp ter pri 8000 bp. Prva od teh 
je verjetno dodatno zvit vektor pRSETb, ki je služil kot matrica v obeh reakcijah, druga 
pa sproščena oblika taistega vektorja z enojno zarezo. Vektor pRSETb z vključkom je 
sicer velik 4178 bp. Rezultati reakcije R+loop_F so bili bolj po naših pričakovanjih: 




fragmenta. Poleg te lise smo opazili še tri; dve od teh sta analogni lisam vzorca reakcije 
F+loop_R, tretja pa se je pojavila pri okoli 4000 bp. Za zadnjo liso smo sklepali, da gre 
za lineariziran pRSETb. Lisi pri 4000 bp in 8000 bp sta verjetno posledici ali 
poškodovane matrične DNA zaradi starosti vzorca pRSETb ali neoptimalno zastavljene 
PCR reakcije. 
Fragment R+loop_F smo nato izolirali iz gela, reakcijo F+loop_R pa smo ponovili – 
tokrat se je pojavila pričakovana lisa velikosti približno 700 bp, iz katere smo pridobili 
še drugi fragment za združitev v končni konstrukt (slika ni prikazana). To smo opravili s 
tretjo reakcijo PCR, pri kateri smo fragmenta zmešali in uporabili robna 
oligonukleotida. Nastali konstrukt PfDHODHΔ384-413 smo izolirali, ligirali v vektor 
pJET1.2/blunt, z njim transformirali kompetentne celice E. coli in v posameznih 
kolonijah preverili prisotnost dobljenega rekombinantnega vektorja pJET1.2-
PfDHODHΔ384-413 s PCR na osnovi kolonije. Z robnima oligonukleotidoma 
PfDHODH_F in Pf_DHODH_R smo pomnožili samo konstrukt znotraj plazmida, 
produkte reakcije pa smo ločili na agaroznem gelu (slika 8). Vseh deset izbranih kolonij 
je vsebovalo klonirni vektor pJET1.2 z ligiranim vključkom; netransformirane celice ne 
bi zrasle na gojišču z antibiotikom, transformirane celice s pJET1.2 brez kakršnekoli 
ligirane DNA pa bi odmrle kot posledica izražanja gena za restriktazo na tem vektorju. 
 
Slika 8: Ločba produktov PCR na osnovi kolonije na 1,0-odstotnem agaroznem gelu. Na vrhu 
slike so napisana imena vzorcev v ustrezajočih žepkih. ST – velikostni standard DNA, 1-10 – 
številke posameznih kolonij E. coli, ki so bile uporabljene v reakciji. Velikosti posameznih lis 
velikostnega standarda so označene v bp na levi strani. 
Za vseh deset izbranih kolonij smo dobili zelo podoben rezultat: močno izrazito liso na 
sredini med 1000 in 1500 bp. To je v skladu s pričakovanji, saj je izračunana velikost 
PfDHODHΔ384-413 1165 bp in nakazuje na dejstvo, da je ustrezen konstrukt prisoten v 




manjše od 250 bp; najbolj so opazne pri kolonijah 1-3, 6 in 8. Te verjetno predstavljajo 
dimere začetnih oligonukleotidov. V žepku 4 se je pri 10.000 bp pojavila tudi lisa, ki je 
najverjetneje posledica napake pri pipetiranju vzorca v žepek gela. 
Izmed uspešno zraslih kolonij smo izbrali dve, 2 in 8, iz katerih smo izolirali 
rekombinantna plazmida. Za obe koloniji smo dali sekvencirati vključen konstrukt, da 
bi dokončno potrdili njegovo identiteto. Obe sekvenčni reakciji smo zastavili samo s 
smernim oligonukleotidom. Dobljeni nukleotidni zaporedji smo globalno poravnali z 
nukleotidnim zaporedjem PfDHODH v vektorju pRSETb. Zaporedje konstrukta iz 
kolonije 2 je imelo 65,6 % identičnost, iz kolonije 8 pa 73,0 %. Obe zaporedji smo nato 
prevedli v aminokisline in ju znova globalno poravnali z aminokislinskim zaporedjem 
divjega tipa PfDHODH (slika 9). Za vsako smo vzeli tisti bralni okvir, ki se je najbolj 
prekrival z slednjim zaporedjem. 
Glede na poravnave v sliki 9 je opazno, da je konstrukt 8 po aminokislinskem zaporedju 
bolj identičen originalnemu zaporedju kot 2; njegov odprti bralni okvir je daljši in je 
popolnoma identičen N-končni polovici skrajšane PfDHODH, ki je zapisana v pRSETb. 
Sicer ima 2 tudi veliko identičnih aminokislin, a ima znatno krajši bralni okvir. Ker pa 
je veliko ostankov identičnih tudi zunaj bralnega okvirja, sklepamo, da je prej prišlo do 
napake pri sekvenciranju kot pa do mutacije konstrukta med PCR. Obema konstruktoma 
manjkajo kodoni za aminokisline 384-413. Bralni okvir se po tej deleciji tudi kmalu 
konča; od te točke naprej se tako nukleotidno kot aminokislinsko zaporedje močno 
razlikujeta od izvirnega, a to je najverjetneje zaradi pomanjkljivo nastavljene sekvenčne 
reakcije; če bi hoteli potrditi pravilno aminokislinsko zaporedje C-končne polovice 
proteina iz našega konstrukta, bi morali izvesti še sekvenciranje s protismernim 
oligonukleotidom. Tako pa smo dokazali le uspešnost priprave fragmenta z reakcijo 
F+loop_R. 
Slika 9: Delni globalni poravnavi aminokislinskih zaporedij A) konstrukta, izoliranega iz kolonije 
2 (PfDHODH_2) in B) kolonije 8 (PfDHODH_8) z aminokislinskim zaporedjem PfDHODH. Z 
zeleno sta označena odprta bralna okvirja obeh konstruktov; z rdečo je označena zanka, ki smo jo 
želeli odstraniti; z rumeno je označena začetna aminokislina N-končno skrajšanega proteina, 
zapisanega v pRSETb. Vodoravne črte predstavljajo vrzeli; navpične črte nakazujejo enakost 




4.2 Strukture in silico umeščenih inhibitorjev 
4.2.1 Umestitev v rigidno strukturo dihidroorotat dehidrogenaze 
V prvem delu simulacijske študije smo inhibitorje 1, 1' in 2' umestili v popolnoma 
rigidno kristalno strukturo PfDHODH, pridobljeno iz PDB, in simulirane vezave vseh 
treh primerjali med seboj (slika 10). 
 
Slika 10: Primerjava 3D-struktur inhibitorjev 1 (rumena), 1' (zelena) in 2' (vijolična), 
umeščenih v kristalno strukturo PfDHODH (PDB: 6VTN) (pripravljeno v PyMolu). Temno 
modro sta pobarvani vijačnici αA in αB. Prikazane so še stranske skupine aminokislinskih 
ostankov, ki interagirajo z umeščenimi ligandi. Stranske skupine ostankov iz žepa A so 
pobarvane svetlo sivo, iz žepa B pa temno sivo. 
Kot je prikazano na sliki 10, je AutoDock Vina vse tri molekule umestil na približno 
isto mesto: med αA in αB, in sicer blizu ustja ubikinon vezavnega tunela. Izračunane 
vezavne energije (v kcal/mol) so bile sledeče: -6,2 za 2', -7,1 za 1 in -7,2 za 1'. Vsi trije 
inhibitorji do neke mere zasedajo oba v literaturi definirana vezavna žepa, A in B [26, 
30], s tem da so pretežno pomaknjeni v žep B. Ta je sestavljen večinoma iz hidrofobnih 
ostankov: Phe171, Leu172, Cys175, Leu187, Phe188, Leu191, Phe227, Leu531, Gly535 
in Met536. Edini hidrofilni ostanek v tem žepu je Tyr168, ki pa je preveč oddaljen, da 
bi s katerim koli od teh inhibitorjev oblikoval vodikovo vez. Žep A pa sestavljajo tako 
hidrofilni kot hidrofobni ostanki: Leu176, Cys184, His185, Arg265 in Val532. Vsi trije 




v žep B, tako da je karbonilna skupina na C7 pomaknjena proti ustju tunela, 
metoksikarbonilna skupina pa obrnjena navzgor glede na α-vijačnici. V žep A segata 1 
in 1' s fenilnima skupinama, 2' pa s to skupino le delno; najdlje v žep A sega z metilom 
na položaju C3. Izmed teh ima 1' fenilno skupino najgloblje pomaknjeno v žep A. 
 
Slika 11: 2D-prikaz simuliranih interakcij inhibitorjev 1, 1' in 2' z aminokislinskimi ostanki na 
vezavnem mestu PfDHODH (pripravljeno v Discovery Studio Visualizer). Hidrofobne van der 
Waalsove interakcije so označene z zeleno, nalaganje π-elektronskih sistemov z rožnato, π-
alkilne interakcije s svetlo rožnato, vodikove vezi z alkilno skupino pa s svetlo zeleno. 
Prikaz na sliki 11 bolje pojasni predvidene interakcije inhibitorjev z vezavnim mestom 
v proteinu. Fenilna skupina 2' interagira z dvema ostankoma; deležna je nalaganja π-
elektronskim sistemov z benzenovim obročem Phe188, poleg tega pa π-elektronski 
obroč šibkeje interagira z alifatskim ogljikom na stranski skupini Val532. 1 se s fenilno 
skupino udeležuje podobnih interakcij, s tem da se v njegovem primeru benzenov obroč 
nalaga na amidno skupino Cys184. Po drugi plati pa je 1’ z benzenovim obročem 
deležna π-alkilnih interakcij s kar tremi ostanki: Leu176, Cys184 in Val532. Poleg tega 
pa nastane šibka vodikova vez med karbonilnim kisikom njegove metoksikarbonilne 
skupine in Cα-atomom Leu172. Interakcije z ostalimi ostanki vezavnega mesta so 
hidrofobne (slika 11); največ jih je pri 1', najmanj pa pri 2'. 
4.2.2 Umestitev v strukturo dihidroorotat dehidrogenaze z gibljivimi ostanki 
V drugem delu smo definirali stranski skupini His185 in Phe188 v strukturi PfDHODH 




kcal/mol nezanemarljivo nižje: -7,3 za 2' in -8,0 za 1'. Edino vezavna energija za 1 se ni 
konkretno spremenila; znižala se je iz -7,1 na -7,2 kcal/mol. 
 
Slika 12: A) Primerjava 3D-konformacij inhibitorja 1, umeščenega v rigidno strukturo 
PfDHODH (PDB: 6VTN) (svetlo rumena) in v strukturo z gibljivimi ostanki (zelena). Stranske 
verige aminokislinskih ostankov iz žepa A so svetlo sive, iz žepa B pa temno sive. Gibljivi 
stranski verigi His185 in Phe188 sta označeni s temno rdečo, njuna položaja v rigidni strukturi 
pa s temno modro. Struktura je bila pripravljena v PyMolu. B) 2D-prikaz simuliranih interakcij 
1 z aminokislinskimi ostanki v gibljivem vezavnem mestu PfDHODH (pripravljeno v Discovery 
Studio Visualizer). Hidrofobne van der Waalsove interakcije so označene z zeleno, nalaganje π-
elektronskih sistemov z rožnato, π-alkilne interakcije pa s svetlo rožnato. 
Konformacija 1 se, kot je razvidno na sliki 12, po gibljivi umestitvi ni opazno 
spremenila (3D-strukturi se skoraj popolnoma prekrivata). Položaj stranske skupine 
Phe188 se je tudi minimalno spremenil – opazen je le kratek zasuk benzenovega obroča 
okoli vezi Cβ-Cγ. Po drugi strani pa se je imidazolni obroč His185 opazneje premaknil, 
in to je verjetno razlog za rahlo zmanjšanje izračunane vezavne energije, saj se je 
zasukal za skorajšnjih 90° in pristal na položaju, v katerem lahko se lahko udeleži 
pravokotne nalagalne interakcije π-elektronskega obroča s fenilno skupino 1. Ta 
nadomesti π-elektronsko nalaganje amidne skupine Cys184, ki v tem primeru poleg 
Val532 interagira z 1 le preko π-alkilne interakcije. Van der Waalsove interakcije s 





Slika 13: A) Primerjava 3D-konformacij inhibitorja 2', umeščenega v rigidno strukturo 
PfDHODH (PDB: 6VTN) (svetlo rumena) in v strukturo z gibljivimi ostanki (zelena). Stranske 
verige aminokislinskih ostankov iz žepa A so svetlo sive, iz žepa B pa temno sive. Gibljivi 
stranski verigi His185 in Phe188 sta označeni s temno rdečo, njuna položaja v rigidni strukturi 
pa s temno modro. Struktura je bila pripravljena v PyMolu. B) 2D-prikaz simuliranih interakcij 
2' z aminokislinskimi ostanki v gibljivem vezavnem mestu PfDHODH (pripravljeno v 
Discovery Studio Visualizer). Hidrofobne van der Waalsove interakcije so označene z zeleno, 
nalaganje π-elektronskih sistemov z rožnato, π-alkilne interakcije s svetlo rožnato, interakcije 
med π-elektroni in žveplovimi atomi z rumeno, vodikove vezi pa z močnejšo zeleno. 
Pri spojini 2' pri gibljivi umestitvi opazimo še največjo spremembo v konformaciji 
izmed teh treh inhibitorjev, kar se odraža tudi v bistveno znižani izračunani vezavni 
energiji. Iz slike 13 lahko razberemo, da se je pri gibljivi umestitvi His185 premaknil 
bolj v notranjost ubikinon vezavnega tunela. Posledično povečanje elektronske gostote 
v žepu A je nato olajšalo vezavo 2' bliže ustju tunela; sprememba je najbolj opazna v 
položaju fenilne skupine, ki je sedaj popolnoma sidrana v žepu B. Takšna sprememba 
položaja in konformacije 2' je privedla tudi do nastanka močnejših interakcij kot pri 
rigidni umestitvi. Kot prvo se je zaradi premika globlje v žep B povečalo število 
hidrofobnih interakcij inhibitorja s proteinom. Fenilna skupina inhibitorja in Phe188 sta 
se tudi ponovno orientirala tako, da je prišlo do klasičnega nalaganja njunih π-
elektronskih obročev. Poleg tega pa je fenilna skupina interagirala še z žveplovim 
atomom na Met536 in z alifatsko stransko verigo Leu531. Navsezadnje pa je še nastala 






Slika 14: A) Primerjava 3D-konformacij inhibitorja 1', umeščenega v rigidno strukturo 
PfDHODH (PDB: 6VTN) (svetlo rumena) in v strukturo z gibljivimi ostanki (zelena). Stranske 
verige AK-ostankov žepa A so svetlo sive, žepa B pa temno sive. Gibljivi stranski verigi His185 
in Phe188 sta označeni s temno rdečo, njuna položaja v rigidni strukturi pa s temno modro. 
Struktura je bila pripravljena v PyMolu. B) 2D-prikaz simuliranih interakcij 1' z 
aminokislinskimi ostanki v gibljivem vezavnem mestu PfDHODH (pripravljeno v Discovery 
Studio Visualizer). Hidrofobne van der Waalsove interakcije so označene z zeleno, π-alkilne 
interakcije s svetlo rožnato, vodikove vezi z alkilno skupino pa s svetlo zeleno. 
Najugodnejšo simulirano vezavo smo določili za spojino 1' (slika 14), čeprav se niti 
njena konformacija niti položaj v vezavnem mestu nista drastično spremenila. 
Najopaznejša sprememba je bil rahel spust fenilne skupine bliže His185, ki se ji je tudi 
bolj približala. Phe188 se je rahlo zasukal okoli vezi Cβ-Cγ, kar je zmanjšalo elektronsko 
gostoto proti ustju tunela (pri Met536) in omogočilo premik inhibitorja v to smer. Za 
razliko od rigidne umestitve pa je spojina izgubila π-alkilno interakcijo z Leu176, 
obdržala pa šibko vodikovo vez z alifatskim Leu172. Znatnemu znižanju vezavne 
energije je najverjetneje prispevalo zlasti ojačanje hidrofobnih interakcij zaradi 





Prvi cilj, ki smo si ga zadali pri eksperimentalnem delu, je bil pripraviti rekombinantni 
konstrukt PfDHODHΔ384-413, s katerim bi lahko v E. coli ta protein brez neurejene zanke 
384-413 izrazili in ga uporabili za kristalizacijo in določili njegovo kristalno strukturo v 
kompleksu s pirazolidinonskim inhibitorjem. Konstrukt PfDHODHΔ384-413 smo 
pripravili po drugačnem postopku, kot je bilo opisano v literaturi, in sicer smo poskušali 
delecijo doseči z mutagenezo z delno prekrivajočima oligonukleotidoma namesto z 
ligacijo restrikcijskih produktov [26-27, 29-31, 34-35].  
V prvem koraku smo z vzporedno pomnožitvijo nukleotidnega zaporedja na obeh 
straneh zapisa za zanko dobili fragmenta velikosti približno 700 bp in 500 bp, ki smo ju 
v naslednjem koraku združili v končni konstrukt, za katerega smo pričakovali velikost 
1165 bp. Uspešnost priprave konstrukta je potrdil PCR na osnovi kolonije, saj smo v 
vseh primerih na agaroznem gelu dobili lise, velike med 1100 in 1200 bp. Na koncu 
smo konstrukt dali še sekvencirati, da bi dokončno potrdili, da bi iz njega lahko dobili 
funkcionalno rekombinantno PfDHODH. Tu so rezultati le delno potrdili naša 
pričakovanja, saj smo kvečjemu dobili pričakovano nukleotidno zaporedje za 5'-končno 
polovico konstrukta, zaporedje na drugi strani delecije pa se je izkazalo za bolj 
pomanjkljivo. Najverjetneje je to posledica pomanjkljive zastavitve reakcije za 
določanje zaporedja, saj smo sekvenciranje opravili zgolj z ene strani (s smernim 
oligonukleotidom, ki je komplementaren 5'-koncu konstrukta). Zato ne moremo sklepati 
na zaporedje celotnega konstrukta, lahko pa potrdimo, da je bila delecija same zanke 
uspešna. 
Za in silico študijo umestitve inhibitorjev 1, 1' in 2' smo zastavili tri hipoteze. Prva 
hipoteza pravi, da se 1' v simulaciji veže najugodneje izmed teh inhibitorjev, analogno 
kinetičnim podatkom, ki so jih pridobili Strašek et al. [36]. To hipotezo smo lahko 
potrdili, saj so si vezavne energije inhibitorjev sledile v enakem vrstnem redu kot 
konstante inhibicije v prejšnji študiji [36]. Ko smo primerjali izračunane vezavne 
energije za rigidne umestitve proti umestitvam z gibljivimi ostanki, je bila za 1' in 2' 
vezavna energija znatno nižja, za 1 pa je bila razlika komaj opazna. Vredno omembe je 
tudi, da so bile naše izračunane vezavne energije za 1, 1' in 2' ugodnejše kot pri prejšnji 
umestitveni študiji [36], ki je simulacijo opravila na popolnoma rigidni strukturi 
PfDHODH.  
Drugo hipotezo, da se pirazolidinonski inhibitorji na PfDHODH vežejo drugače kot 
druge skupine inhibitorjev z že določeno kristalno strukturo, lahko le delno potrdimo. 
Kot prvo so bili pirazolidinoni vedno pomaknjeni bolj proti ustju ubikinon vezavnega 
tunela. 1, 1' in 2' se v nobeni simulaciji niso umestili tako globoko v žep A kot npr. 
triazolopirimidini (slika 1D) [32], izoksazolopirimidini [35] ali piroli [29], saj se od teh 
krepko razlikujejo po strukturni formuli. Zgornji inhibitorji so namreč vsi sestavljeni iz 




osrednji biciklični pirazolidinonski obroč pa ima manj možnosti za nastanek vodikovih 
vezi kot ostale skupine inhibitorjev. V nobeni od naših umestitev namreč ni prišlo do 
nastanka konvencionalne vodikove vezi v žepu A, ki bi bila posredovana z atomi N, O 
ali F. Je pa tudi res, da se, podobno kot ostali inhibitorji, v simulaciji pirazolidinoni 
umestijo v žep B in si vezavo olajšajo s pomočjo π-elektronskega sistema aromatskega 
substituenta. Vsi trije inhibitorji so se tudi orientirali na tak način, da v žep A nikoli niso 
segale bolj hidrofilne skupine; posledično niso mogli preko vodikovih vezi interagirati 





Cilj tega diplomskega dela je bila priprava rekombinantnega konstrukta dihidroorotat 
dehidrogenaze iz organizma Plasmodium falciparum za izražanje z delecijo, ki bi ji 
omogočila kristalizacijo. Konstrukt, ki smo ga pridobili, se na videz zdi uspešen, a bi ga 
morali ponovno dati sekvencirati, tokrat tudi s protismernim oligonukleotidom, da bi 
lahko bili prepričani v njegovo pristnost. Če bi s tem dobili pričakovano nukleotidno 
zaporedje 3'-končne polovice konstrukta, bi ga lahko ligirali v željeni ekspresijski 
vektor in izrazili rekombinantno PfDHODH. Naše umestitvene študije pa so jasneje 
pokazale teoretično vezavo pirazolidinonskih inhibitorjev v PfDHODH. Predvidevamo, 
da se pirazolidinoni v protein vežejo s pretežno hidrofobnimi interakcijami in predvsem 
v hidrofobni žep B. Ta je odločilni dejavnik za vrstno specifičnost inhibitorjev 
dihidroorotat dehidrogenaz, zato je to dober pokazatelj primernosti pirazolidinonskega 
ogrodja za sintezo protimalarijskih zdravil. Za nadaljnje raziskave preostane še to, da 
poskusijo protein iz našega konstrukta kristalizirati v kompleksu z inhibitorji 1, 1' in 2' 
– s tem bi pridobili najnatančnejše informacije o resničnem stanju inhibicije PfDHODH, 
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